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DAL!/ISTITUTO ANATOMICO DI ìPALERMO 


Differenziazione « in vitro » di fibre da cellule mesenchimali 

a 

I 

e loro accrescimento per movimento ameboide 

di GIUSEPPE LEVI 


(Con tav. IV-V). 


È vietata la riproduzione. 

Neiresaminare culture viventi di cellule mesenchimali di em¬ 
brioni ili pollo notai la presenza di lunghe fibre, indipendenti runa 
dall'altra per lunghi tratti, in altri punti anastomizzate e ramificate. 
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Mi accorsi subito che non si trattava di fibre nervose per j§olp 
ragioni : perchè non avevano quella speciale refrangenza che carat¬ 
terizza i cilindrassi ; inoltre il loro accrescimento avveniva bensì 


come quello delle fibre nervose per movimenti ameboidi del loro 
estremo distale, ma questo movimento si produceva con modalità 
un po'diverse che nelle libre nervose. Studiando accuratamente 
queste stesse colture dopo fissazione e colorazione, mi convinsi che 
le problematiche fibre derivavano da espansioni di cellule mesen- 
chimaìi (fig. 1 e 2) ; e credo di essere riescito a ricostruire le mo¬ 


dalità colle quali avviene la differenziazione di tali fibre, almeno 
nei punti essenziali. 

Premetto che questa differenziazione avviene di rad© ; e che 


non mi fu ancora possibile di definire quali fattori estrinseci ne de¬ 
terminino lo comparsa ; condizione necessaria, ma non sufficiente è 
che il coagulo di plasma sia sottilissimo; le fibre si sviluppano 
sempre in contatto diretto colla faccia inferiore del vetrino. 


Le migliori colture di fibre di origine mesenchimale furono ot¬ 
tenute da frammenti di tegumento e di miocardio di embrioni di 
pollo fra T8° e fili 0 giorno di incubazione espiantati in plasma 
sanguigno; ma naturalmente non è escluso che si sviluppino da 
altri organi ed in stadi di sviluppo diversi. 

f 

Che le cellule mesenchìmaìi possono talora emettere u in vi¬ 
tro „ dei lunghi prolungamenti filiformi era stato già osservato da 
Congdon ( l ); quest'A. definisce come zona di accrescimento re¬ 
ticolare nelle comuni colture di mesenchima una regione formata 
da cellule allungate o poliedriche, libere nel plasma, con delicati 
prolungamenti fra loro anasuomizzati. Non mi sembra esatto quanto 
Congdon afferma, che la presenza di elementi di questo tipo sia 
indice di diminuita vitalità della coltura f). 

I prolungamenti possono essere indivisi e ripetutamente rami¬ 
ficati ed a calibro decrescente in direzione distale (fig. 2); non di 
rado si costituisce un vero reticolo sinciziale, il quale ha molta 
analogia con quello formato dalle comuni cellule mesenchifnali nei 


tessuti deirembrione. 

Ma credo dal potere esimermi dal descrivere particolareggiata¬ 
mente queste strutture in parte conosciute e veniamo al fatto nuovo 


0) Congclon S. D. — 

1915). ■ '• 


The identìfieation of tiasues in artificial cnltures. — Aneti . liecVoi, 9, 


( 2 ) fi vero che uno speciale tipo eli alterazione delle cellule è caratterizzato da un assottiglia¬ 


mento del loro corpo cellulare ; ma questo non va confuso colle trasformazioni di 
nelle cellule alterate i prolungamenti sono Sfrangiati, a contorno indistinto, il 
colorabile ; tale trasformazione conduce inevitabilmente alla morte della cellula. 


cui ci occupiamo ; 
citoplasma è poco 



da me osservato, alla comparsa nelle colture di fibre vere e proprie. 
In realtà una netta distinzione fra queste ed i prò ungameuti più 
sottili e piu lunghi di alcune cellule mesenchimali non è possibile, 
perchè le fibre sono in diretta continuità col protoplasma delle cel¬ 
lule mesenchimali e si collegano per infinite forme intermedie ai 
prolungamenti protoplasmatici della cellula (fig. 1, 4 e 7). 

Con ciò verrei implicitamente a negare che le fibre si svilup¬ 
pino da uno speciale tipo cellulare ; debbo però aggiungere, che 
sebbene una netta differenza fra i sottili prolungamenti protopla¬ 
smatici e le vere fibre, quali si incontrano in determinate colture, 
la ripeto, non sussista, sta il fatto che le cellule le quali si conti¬ 
nuano nelle più lunghe fibre hanno alcune speciali caratteristiche ; 
hanno forma affusata o stellata, ma il corpo cellulare è sempre al¬ 
lungato nella stessa direzione delle fibre; il protoplasma è intensa¬ 
mente colorabile, tanto che non sempre riesce facile di distinguervi 
ì condrióconti ; mi sembrò che ciò dipendesse da una maggior den¬ 
sità ùvì protoplasma stesso (fig. 3). 

In alcune di queste cellule ho notato lungo la superfìcie nu- 
m or ose brevi appendici trasparenti, che verisimilmente sono emesse 

per movimento ameboide della cellula (fig. 3). 

In determinate regioni di alcune colture quasi tutte le cellule 
emettevano dei prolungamenti filiformi (fig. 2), sì da risultarne un 
intreccio assai fitto. In altre invece le fière si dipartivano da poche 
cellule;" nella coltura (25 k) dalla quale furono riprodotte le fìgg. 1 e 
3 8, e che è caratterizzata dalla presenza di molte fibre lunghissi¬ 
me, queste prendevano origine a preferenza da elementi a forma 
affusata, senza le caratteristiche delle cellule migranti (fig. 3) ; esse 
si trovavano al limite tra zona fertile e zona d 7 invasione e le fibre 
si irradiavano poi in qu ostruiti ma, acquistando la lunghezza di un 

min, e più. 

Questo particolare mi sembra molto importante; io ini formai 
la convinzione che tutte le cellule mesenchimali abbiano a poten¬ 
zialità di differenziarsi in fibre, ma che nella maggior parte dei casi 
racerescimento in lunghezza della fibra non possa avvenire, perchè 
la cellula si sposta per i suoi movimenti ameboidi ; soltanto quelle 
cellule, che per ragion di sede o di rapporti con altri elementi non 
sono in grado di migrare, danno orìgine a fibre lunghissime; nel caso 
nostro questi elementi, facilmente riconoscibili per la loro forma 
affusata, si trovavano, lo ripeto, al limite tra zona fertile e zona 
di invasione, seguendo la definizione di Champy C). 


0) Champy Chr. 1913 — Sui* la différoncìatiou dea tissus cultivós en deliers de V organisi! io. — 
AnaL T. 23, 19i3, 
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Ma con quali modalità si produce l'accrescimento in lunghezza di 
queste fibre? Come per le fibre nervose si tratta di una varietà 
di movimento ameboide-, in conseguenza del quale un* espansione 
di una cellula mesenchimale progredisce sempre in una determinata 
direzione e cresce in lunghezza. L' estremità distale si espande in 
una lamina protoplasmatica; la forma di quest'ultima è un po' ir¬ 
regolare (fig. 6, 6, d), in seguito all'emissione di piccoli rilievi, che 
dopo breve tempo sono riassimilati. 

Per mezzo di questa parte slargata il prolungamento progre¬ 
disce e nello stesso tempo si assottiglia alquanto, finche diventa 
una fibra a spessore uniforme: quando ha raggiunta una certa lun¬ 
ghezza può dividersi ripetutamente.; talora da una fibra si stacca 
un larao che si ricongiunge più oltre alla prima; si costituisce in 
questo modo un ansa (fìgg. 1, 3, 7). Ad una certa distanza dall'ori- 
gine è quasi costante una divisione della fibra in' vari rami, i quali 
possono terminare liberamente oppure si anastomizzano a plesso 
con fibre vicine (fìgg. 1, 7). Oppure vari filamenti convergono in 
una fibra unica, nella quale l'individualità dei vari filamenti non è 
più riconoscibile (fig. l|: si costituiscono così dei plessi complicati 
non molto dissimili da quelli delle fibre nervose. 

Mai ho osservate quelle forme a fiocchetto che caratterizzano 
1 accrescimento delie fibre nervose; qui la massa protoplasmatica 
terminale ripete in miniatura il movimento di un ameba o di un 
leucocita, mentre nel caso dei cilindrassi la progressione avviene 
per mezzo di finissimi filuzzi, i quali vengono rapidamente emessi 
0 rapidamente riassimilati, come Harrison e Burro ws' hanno di¬ 
mostrato, e come io stesso ebbi opportunità di osservare. 

E interessante, mi sembra, che ad una costituzione specifica 
delle protoplasma della fibra corrisponda un tipo di accrescimento 
caratteristico. 

Veniamo a considerare più davvicino ì caratteri strutturali delle 
fibre che hanno attratta la nostra attenzione; accennammo digià 
che anche nelle colture viventi si nota una differenza fra queste e 
le fibre nervose per la minor refrangenza delle prime; nelle colture 
fissate abbiamo opportunità di definire meglio le loro caratteristiche. 

Esse non hanno mai una costituzione fibrillare come le fibre 

nervose ; in preparati fìssati in liquidi contenenti tetrossido di osmio 

con colorazione airematossi lina ferrica resistono all'estrazione del 

colore e le più grosse sono in molti punti colorite uniformemente 
in nero. 

Hanno forma cilindrica,, ma in vari punti e sopratutto, come 
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abbiamo detto, all'estremo distale si espandono in lamine sottili ed 
allora ripetono la costituzione del protoplasma cellulare: una parte 
fondamentale tenuissima, trasparente, omogenea e dei brevi condrio- 
conti. Oppure la fibra si rigonfia in masse protoplasmatiche a forma 
di fuso, poco colorabili contenenti piccoli condriosomi (fìg. 5 c, 6r); 
Sembra che in quelle regioni lo stato fìsico del protoplasma della 
fibra si sia modificato/ 

Probabilmente in corrispondenza dei fusi avviene un accresci¬ 
mento interstiziale della fibra: la presenza di piccolissime gemme 
ameboidi lungo il contorno di queste masse fusiformi rende tale 
supposizione verosimile. 

In moltissimi punti si ha Y impressione che delle cellule me- 
senchimali a forma lamellare siano intercalate sui tragitto delle fibre 
(fig. 4, a, &, c) ; ma ad un'esame accurato con ingrandimenti mólto 
forti rileviamo che le cose stanno ben diversamente e che nessuna 


discontinuità nel decorso della fibra sussiste; in realtà la fibra si è 
insinuata tra la faccia inferiore dei coprioggetti e la cellula mesen- 
chimale ed ha in quel tragitto modificata la sua costituzione, di¬ 
stendendosi in un velamento estremamente tenue (fìg. 7 g\ meno 
intensamente colorato del rimanente della fibra ( l ) ; appena oltre¬ 
passata la cellula, essa riprende la sua forma cilìndrica. Oppure la 
fibra si dissocia a livello di una cellula mesenchimaie in 3 o 4 esi¬ 


lissimi filamenti (fig. 8), i quali si ricostituiscono subito dopo in una 
libra; contrariamente a quanto si potrebbe supporre, non mi sem¬ 
bra die questa disposizione sia l'indice di una costituzione fibril¬ 
lare della fibra e propendo piuttosto per interpretarla come il ri¬ 
sultato di un'estrema rarefazione del suo protoplasma, che ha por¬ 
tato ad una suddivisione in filamenti tenuissimi. 

In breve, per l'adesione della cellula al vetrino, la fibra che 
striscia fra l'una e l'altro deve adattare la sua forma ad uno spazio 
limitatissimo e si distende in una lamina. 0 forse in parecchi casi 
è la cellula la quale durante la sua migrazione incontra la fibra e la 
comprime. Però questa seconda interpretazione non si presta per i 
casi nei quali una fibra attraversa il protoplasma della cellula me¬ 
senchimaie dall'alto in basso, probabilmente perchè non è riescita a 
superare l'ostacolo offerto dall'aderenza della cellula al vetrino ( 2 ). 


(i) È difficile decidere so in questa parto della fibra sì rendano manifesti i condriconti ; nella 
fig. 4a sembra che così sìa realmente ; ina è tanto intima l'adesione fra fibra e cellula die non si pud 


escludere che i condri con li appartengano al citoplasma della cellula sottostante, 

(-) Ferguson. — {The application of thè silver impregnaiion methed etc. Jmer. Jovrn. 
eoi. 12, Ì9U ) lia descritto e raffigurato delle immagini analoghe nella milza e nei gangli 
$ brille del tessuto reticolare, le quali attraversavano il protoplasma di cellule connettive. 


o/ A nat. 
linfatici ; 











Talora il rapporto fra fibra e. cellula era tanto intimo da la¬ 
sciare dubbiosi se si trattasse di una semplice adesione oppure di 
una fusione. 

Ci rimane ancora da accennare come si stabiliscano le anasto¬ 
mosi fra le fibre; nella fìg. 6 la massa protoplasmatica terminale e 
si unisce ad angolo acuto colia fibra d e finisce col saldarsi con 
quest'ultima* nel punto di unione si nota un grosso vacuolo sfe¬ 
rico; la presenza di queste formazioni è frequente tanto illiestre- 
mo distale di una fibra che sul suo tragitto (fìg. 4). 


Riepilogo. 
seguenti : 


— Particolarmente interessanti mi sembrano i fatti 



1° Che delle fibre con caratteri morfologici simili a quelle 
dei tessuti di sostegno si originano “ in vitro „ da prolungamenti 
eli cellule mesenchimaìi, cioè da elementi per i quali non era stata 
finora ammessa la possibilità, di una differenziazione nelle colture. 

2° Le fibre possono espandersi in lamine sottilissime ; e ciò 
si osserva tanto all’estremo distale libero della fibra, al quale spetta 
la funzione del suo accrescimento in lunghezza, che sul suo tra¬ 
gitto, ove la fibra è compressa fra il coprioggetti ed una cellula 
mesenchimale. 


3° Che Taccrescimento di queste fibre, come quello dei cilin¬ 
drassi, avviene per movimento ameboide deirestremo distale. 



Sarebbe certamente per lo meno prematuro il volere trarre da 
questi fatti delle induzioni sull’ origine delle fibre dei tessuti di so¬ 
stegno deirembrione ; tanto più che non è ancora sufficientemente 
dimostrata l’identità fra queste fibre di origine mesenchimale colti¬ 
vate in vitro e le fibre collagene e reticolari dei tessuti di sostegno. 

, Non mi risulta ancora se tali fibre abbiano le stesse affinità 
per alcune sostanze coloranti acide e per l’argento colloidale, che 
caratterizzali tessuto reticolare ; d’altro canto queste cosidette 
reazioni coloranti hanno ben poco valore di specificità; la soia 
prova sicura sarebbe la resistenza alla digestione colla tripsina. 

Per i caratteri morfologici si avvicinerebbero alle fibre dette 
radiali del tessuto reticolare, le quali formano l’intelaiatura più 
grossolana in alcuni organi, come nel lobulo epatico, ed a cui si 
inseriscono le fibrille del reticolo propriamente detto. E come nelle 
fibre cresciute in vitro noi sappiamo che anche nel tessuto retico¬ 
lare si trovano delle sottilissime membrane protoplasmatiche in 
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continuità colle fibre e che rappresentano certamente il risultato 
di un'espansione laminare delle fibre. 

Se la differenziazione del tessuto reticolare avvenisse anche 

t ' ‘ r “ É -- 

neirembrioue nel modo da noi illustrato per le colture, molti risul¬ 
tati contradditori sull'istogenesi del tessuto reticolare potrebbero 
essere spiegati. 

Le osservazioni di Ferguson (*) dimostrano, che anche negli 
embroni (di Fundulus) le cellule del mesenchina sono come nelle 

Sj 1 ..... t \ T%" . i t /*~ ■ ’ • ,lf * • \ • “ „ 1 

culture in perenne migrazione; e giustamente quest'À. rileva che 
tale fatto è inconciliabile con tutte le ipotesi finora formulate sulla 
genesi delle fibrille connettive; nè la loro origine dall'ectoplasma 
delle cellule fisse, supposta da Hansen e da Mail, nè l'orìgine 
enèoplasmatica ammessa da Spuìer e da Livi ni è possibile se le 
cellule si spostano continuamente. 

Mi sembra abbastanza verosimile che nell'embrione, come nelle 
colture, tutte le cellule abbiano la potenzialità di dar origine a fibre 
connettive, ma che questa differenziazione sia molto limitata dalla 
migrazione delle cellule cosidette fìsse. Soltanto in alcune cellule 
le quali hanno perduta la capacità di emigrare, l'accrescimento del 
prolungamento per movimento ameboide del suo estremo distale 
può durare a lungo e soltanto in queste condizioni adunque è pos¬ 
sibile la differenziazione di lunghe fibre, le quali si ramificano, si 
anastomizzano ed assumono secondariamente intimi rapporti di 
contiguità con cellule del mesenchima. Tali rapporti sono transitori 
nelle colture, nelle quali la locomozione delle cellule mesenchimali 
non si arresta, ma possono divenir permanenti nell'organismo che 
ha raggiunto un determinato grado di sviluppo, quando quelle cel¬ 
lule sono diventate fisse. 

Pur facendo qualche riserva adunque sull'analogia fra i fatti 
da me osservati nelle colture e quelli che si svolgono nell'embrione, 
io suppongo che la differenziazione delle fibre connettive avvenga 
nel modo seguente: Soltanto pochissime fibre che compaiono molto 
precocemente avrebbero un'origine cellulare, sarebbero cioè prolun¬ 
gamenti di cellule mesenchimali non migranti; tali prolungamenti 
crescerebbero per movimento ameboide. Le innumerevoli fibre che 
appaiono più tardi sarebbero dei rami collaterali delle fibre prima 
formate ed alla lor volta crescerebbero per movimento ameboide. 

Secondariamente, quandotcioè le cellule mesenchimali migranti 


0) Ferguson J. S. — A preliminary note on thè relation of norma! living cella to thè exiatìng 
theorìes of thè histogenesis of comi ee ti ve tissue. — Biologieal Bullettin> ToÉ, 21, 1911 . 



dell'embrione sono divenute fisse, le fibre ac< 
rapporti con quegli elementi aderendo alla loro 
porto ha fatto suppon*e che le fibre derivino 

quelle cellule, mentre in realtà si tratterebbe ( 
secondaria. 


intimi 


%■ 


dall' ectoplasma di 
una concrescenza 


Spiegazione della Tavola IV-V 

Tutte le figure furono accuratamente riprodotte coll 3 apparecchio da disegno. 

Fig, 1. Da una coltura in plasma sanguigno di tegumento di embrione di pollo al 9° giorno, stu¬ 
diata vivente e fissata in liquido Maximow alla fine del 3° giorno ; colorazione della coltura in 
toto con ematossilina ferrica previa ossidazione (Coltura 25 K protocollo) ; cellule mesenchimali 
in prevalenza lamellari, alcune affusate. Qualche fibra nasce da queste cellule, ma le fibre più 
lunghe si originano a grande distanza. La fibra a si ramifica; in b plesso per anastomosi fra le 
fibre p pr parte prossimale della coltura — p d parte distale della coltura. — Ingr. 300X 
Fig. 2. — Da una coltura di miocardio in plasma diluito di embrione di pollo all' 11° giorno (Vili 
bis B). Fissata alla 32 ora in Max. ; colorazione deila coltura in toto come sopra. Cellule mesen- 
chiraali in prcvalanza allungate con sottili prolungamenti alcuni, dei quali ramificati. Ingr. 30QX- 
Fig. 3. Dalla parte prossimale della coltura 25 K. Dna cellula affusata con due prolungamenti ; 

uno di questi si continua in una lunghissima fibra, della quale fu riprodotto soltanto il tratto 
iniziale. Ingr, 800X- 

Fig. 4. — Dalla coltura 25 H, Fibre e cellule a forma lamellare con condrioconti ; w a, b, c le fibre 
sembrano interrotte dalle cellule. In d espansione terminale di una fibra. La cellula A emette 
un breve prolungamento con un vacuolo sul suo decorso ed un’espansione terminale, p. pr, 
parte prossimale della coltura — p. d. parte distale della coltura, Ingr. 800X- 
Fig, 5. — Dalla coltura 25 K, Dalla collula B parte la fibra b col rigonfiamento r. La fibra c pre¬ 
senta un rigonfiamento sul suo decorso con una piccola gemma ameboide. Ingr. 800X- 
Fig. 6. Dalla coltura 25 K. Tratto distale di tre fibre; la fibra & è la stessa ohe nella fig. 5 si 
origina dalla cellula B; lo stesso rigonfiamento r-, ha una mazza terminale con piccole gemme 
ialine. La fibra d ha una mazza terminale allungata ed irregolare; anastomosi fra d ed e; con¬ 
drioconti nelle mazze terminali. Ingr. 1600X* 

Fig. 7. — Dalla coltura 25 II. Fibre anastomizzate a plesso; la fibra g nel passare al disopra della 
cellula B si appiattisce in una lamina. Ingr. 800X- 

Fig. 8. Dalla coltura 2;> K. La fibra i nel passare al di sopra della cellula (della quale furono ri¬ 
prodotti soltanto i contorni) si dissocia in tre filamenti e si ricostituisce più oltre. Ingr, 1COOX- 
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